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レタスには結球レタス （var. capitata） やリ フーレタ
ス （var. crispa） など様々な種類が存在し，このうち
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（ケルセチン-3- ルチノシド）の標品のポリフェノール含量 （Gallic acid eq.） と DPPHラジカル消去活性 （Trolox 























Detection of Soil Ciliates by ITS Primers
Chikako Shimaya
Summary
　A new protocol for detecting soil ciliates using internally transcribed spacer (ITS) primers 
was proposed. ITS primers were designed for rapidly detecting soil ciliates. Some soil ciliates 
were detected by using these ITS primer sets. Identifying soil ciliates under the microscope is 
very time-consuming; however, this method using ITS primers can detect specific soil ciliates 
quickly. This method could even detect them using environmental DNA from soil in which soil 
ciliates had not been detected by microscopy.
　Key words：Soil, ciliate, ITS, PCR, primer, detection, environmental DNA. 
Agro-Environment Research Division, NARO Kyushu Okinawa Agricultural Research Center, Suya 2421, 







屋内で光合成光量子束密度 （PPFD） 183 μmol/m2/
s の人工光 （Hf 蛍光灯）を用いて日長 16/8 時間（明
/ 暗期），気温 24/18℃（明 / 暗期），相対湿度 70%，
CO2 濃度 1,000 ppmとなるよう制御し，17 日間の育苗
の後，同様の条件で PPFD 187μmol/m2/s において
20 日間かけて循環式湛液型水耕栽培を行った。培養
液として，育苗中は大塚 A 処方 1/2 単位を，定植後
は大塚 A 処方 2/3 単位に大塚ハウス 5 号を加えたも
のを用いた。
緑色系のリーフレタスとしては福岡園芸の 6 系統 
（001，002，003，G05，G25，G63） とフリルアイス（雪
印種苗），ノーチップ（横浜植木）を用いた。赤色系
のリ フーレタスとしては福岡園芸の 3 系統 （R40，R52，











フォリン- チオカルト法 8, 9） により，レタス凍結乾燥
品に含まれる総ポリフェノールの含量測定を行った。
新鮮物重量で 1 g 相当量の凍結乾燥粉末各々に
80% エタノール 2.5 mL を加え 10 秒間撹拌し，さらに
80% エタノール 2.5 mL を加え 10 秒間撹拌後，室温・
暗所下で 16 時間放置した。遠心分離（日立 himac 
CF7D2, 3,000 rpm，20 分）で上清を回収後，残渣に
同様に 80% エタノール 2.5 mL を 2 回にわたって加え，
再度遠心分離により上清を回収して，併せて 10 mL
に定容し，ポリフェノール抽出液とした。
上記の抽出液は ISO14502-1 8） に基づき，エタノー
ル濃度が 20% を超えない範囲で適宜超純水により希
釈し，その 1 mL に対しフェノール試薬（Wako 製市販
品の 10 倍希釈液を用いる）5 mL を加えた後，8 分以
内に7.5% （W/V） 炭酸ナトリウム水溶液 4 mLを加え，
1 時間室温放置後，分光光度計 （日本分光，V-500
シリーズ）を用いて 765 nm における吸光度を測定し
た 9）。





ために，市販の水溶性抗酸化物質（第 1 図，第 1 表）
を購入し，0.2μmol/mL 溶液を調製し，同様に総ポ
リフェノール含量として測定を行い，測定値 （μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品） を求めた。なお測定に
用いた標品の製造元と純度を第 1 表に示す。
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に準じて 96 穴マイクロプレ トー法で測定し，その活性





様に DPPH ラジカル消 去 活 性を測 定し，測定値





市販の標品を用いてクロロゲン酸 （9） ，チコリ酸 （8） 
の定量を行った。また，ケルセチン -3- マロニルグル
コシド （7’） は市販のルチン （7） を標品に用いて定量
し，ルチン相当量で表した。分析システムおよび分析
条件は以下のとおりである。
オ トーサンプラー : AS-2057 Plus
デガッサー : DG-2080-53
ポンプ : PU-2080 i Plus（1 台）
低圧グラジエントユニット: LG-2080-02
カラムオーブン : CO-2060 Plus
検出器 : UV-2070 Plus
μ μ μ μ
カラム : Cadenza CD-C18 （φ 4.6 mm× 250 mm， 
　 3μm，Imtakt）
移動相 : A 溶媒 ; 0.6 % （v/v） ギ酸
　　　　B 溶媒 ; アセトニトリル
溶離条件 : B12.5% → 22.5%（40 分間，0.6%/ 分）， 
　直線グラジエント
流速 : 0.6 mL/ 分
検出波長 : 325 nm
カラム温度 : 30℃















告は少ない 1, 14, 15）。
そこで，農業・食品産業技術総合研究機構植物工
場九州実証拠点（福岡県久留米市）において人工光を























分として知られている 18, 19, 20）。




出液の典型的な HPLC クロマトグラムを第 2 図に示
ノーチップ
第２図　リ フーレタス 80% エタノー ル抽出液の HPLC クロマトグラム 
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ル性水酸基が 3 個ある没食子酸 （1） が用いられる
が，没食子酸の測定値を1と表したとき，化学構造の
似ている没食子酸エチル （2） の測定値は 1.05 μmol-
Gallic acid eq./μmol-標品であり，ピロガロール （1,2,3-
トリヒドロキシベンゼン）（4） の測定値は 1.00 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であり，大きな違いはなかっ
た。フェノー ル性水酸基が 2 個あるカテコール （1,2- ジ
ヒドロキシベンゼン）（5） でもその測定値は 1.10 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であったため，フェノール
性水酸基の数が 2 個か 3 個かはポリフェノール測定
系の反応に大きな影響を及ぼさないと推測された。し
かし，フェノール性水酸基が 1 個の p- ヒドロキシ安息
香酸 （モノヒドロキシ安息香酸） （12） の測定値は 0.70 
μmol-Gallic acid eq./μmol- 標品であり，フェノール
性水酸基が 2 個以上ある化合物と比較して発色が弱
かった。
カフェ酸 （10） の測定値は 1.28 μmol-Gallic acid 
eq./μmol- 標品であり，クロロゲン酸（モノカフェオイ






酸基が 1 個の p- クマル酸 （モノヒドロキシケイ皮酸） 
（11） の測定値は 1.06 μmol-Gallic acid eq./μmol- 標
品であり，フェノール性水酸基が 2 個のカフェ酸（ジヒ
ドロキシケイ皮酸）と比較して発色が弱かった。
さらにルチン （7） の測定値は 2.32 μmol-Gallic 
acid eq./μmol- 標品であり，（+）- カテキン （6） の測









還元型のアスコルビン酸 （13） の測定値は 0.64 μmol-
Gallic acid eq./μmol- 標品であり，ポリフェノール測
定系でわずかながら発色されることが確認された。し
かしながら酸化型のデヒドロアスコルビン酸 （14） の




石酸）（8） の測定値は 2.43 μmol-Gallic acid eq./μmol-
標品であり，モノカフェオイルキナ酸であるクロロゲン










フェノール性水酸基が 1 個の p- ヒドロキシ安息香
酸（モノヒドロキシ安息香酸）（12） の測定値は 0.07 
μmol-Trolox eq./μmol- 標品，p- クマル酸（モノヒド
ロキシケイ皮酸）（11） の測定値は 0.19 μmol-Trolox 
eq./μmol- 標品であるのに対し，フェノール性水酸基
が 2 個隣り合ったカテコール （1,2- ジヒドロキシベンゼ
ン） （5） の測定値は 1.13 μmol-Trolox eq./μmol- 標品，
カフェ酸（ジヒドロキシケイ皮酸）（10） の測定値は 1.77 
μmol-Trolox eq./μmol- 標品，クロロゲン酸 （モノカ
フェオイルキナ酸）（9） の測定値は 1.08μmol-Trolox 
eq./μmol- 標品，（+）- カテキン （6） の測定値は 1.57 
μmol-Trolox eq./μmol- 標品，ルチン（ケルセチン-3-
ルチノシド）（7） の測定値は 1.37μmol-Trolox eq./




キシベンゼン）（4） の測定値は 2.10 μmol-Trolox eq./
μmol- 標品，没食子酸（1,2,3-トリヒドロキシ安息香
酸）（1） の測定値は 3.24μmol-Trolox eq./μmol- 標品，





コルビン酸の測定値は 0.02μmol-Trolox eq./μmol- 標
品であり，ほとんど活性がなかった。
リーフレタスに含まれるチコリ酸（ジカフェオイル酒
石酸）の測定値は 2.28μmolTrolox eq./μmol- 標品で
あり，モノカフェオイルキナ酸であるクロロゲン酸と比
較して 2 倍程度活性が高いことが確認された。
第３図　リ フーレタスの総ポリフェノー ル含量に占める各ポリフェノー ルの寄与度
総ポリフェノール測定法における関与成分候補の寄与推定値は，標品のフォリン - チオカルト法
　　　   における測定値 a（第 1 表）とリ フーレタス抽出液の HPLC による測定値 A（第 2 表）をもとにして■ : 
　     　Chlorogenic acid，■ : Chicoric acid，　■ : Quercetin-3-malonylglucoside の各々について次式によ
　　　　り計算し，3 成分の合計値とリーフレタスの総ポリフェノール含量の実測値との差を□ : Others とし，
　　　　実測値との比率で表した。
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フェノールであるクロロゲン酸 （9） ，チコリ酸 （8），ケ













緑色系のリ フーレタスの場合では全体の 38.8 ～ 77.7%
（平均 60.9%）を占めており，赤色系のリーフレタスの
場合では 73.3 ～ 78.8%（平均 76.6%）を占めていた。
一方，第４図より，DPPH ラジカル消去活性に対しては，
ポリフェノール主要 3 成分の関与推定合計値は，緑色
系のリーフレタスの場合では全体の 46.4 ～ 70.7%（平
均 59.4%）を占めており，赤色系のリ フーレタスの場合
では 54.7 ～ 59.8%（平均 56.0%）を占めていた。赤色
系のリ フーレタスの総ポリフェノール含量に対するポリ







ポリフェノール主要 3 成分の中で，DPPH ラジカル
消去活性に対して最も寄与度の高かった成分は，緑色
第４図　リ フーレタスの DPPH ラジカル消去活性に占める各ポリフェノー ルの寄与度　
DPPH ラジカル消去活性における関与成分候補の寄与推定値は標品の活性 b（第 1 表）
とリーフレタス抽出液の HPLC による測定値 A（第 2 表）をもとにして■ : Chlorogenic 
acid，■ : Chicoric acid，■ : Quercetin-3-malonylglucoside の各々について次式によ
り計算し，3 成分の合計値とリ フーレタスのDPPHラジカル消去活性の実測値との差を□ : 
Others とし，実測値との比率で表した。
寄与度 ( μmol-Trolox eq./g-FW)= b ( μmol-Trolox eq./μmol- 標品 ) ×A ( μmol/　 
g-FW)
澤井ら ： リ フーレタスのラジカル消去成分 31
系ではチコリ酸 （8）（寄与度 41.8%）であった。これは
緑色系には DPPH ラジカル消去活性測定法において
測定値 2.28 μmol-Trolox eq./μmol- 標品を持つチコ
リ酸 （8） が，クロロゲン酸 （9）（1.08 μmol-Trolox eq./
μmol- 標品），ケルセチン-3- マロニルグルコシド （7’）




30.9%）であったが，クロロゲン酸 （9）（寄与度 : 緑色
系 7.5% → 赤色系 9.1%）およびケルセチン -3- マロニ
ルグルコシド （7’）（寄与度 : 緑色系 10.1% → 赤色系
16.0%）も重要な関与成分であった。これはこの両成
分は DPPHラジカル消去活性はチコリ酸 （8） の約 1/2
と低いにもかかわらず，含量的には緑色系ではチコリ


































農作物に含まれており 30, 31），その DPPH ラジカル消去













化活性を示す 32, 33, 34）。したがって，DPPH ラジカル消
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1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl Radical Scavenging Components of Leaf Lettuce
Yusuke Sawai§, Tomoyuki Oki, Yoichi Nishiba, Shigenori Okuno, Ikuo Suda1） and 
Yoichi Yamato2）
Summary
　Polyphenol contents and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities 
of red- and green-leaf lettuce were measured.  Total polyphenol contents and DPPH radical 
scavenging activities of red-leaf lettuce exceeded those of green-leaf lettuce.  HPLC analysis 
indicated that the major polyphenol constituent of green-leaf lettuce was chicoric acid, and 
those of red-leaf lettuce was chicoric acid, chlorogenic acid, and quercetin-3-malonylglucoside. 
Polyphenol contents (gallic acid eq.) and DPPH radical scavenging activities of authentic 
samples of chicoric acid, chlorogenic acid, and rutin (quercetin-3-rutinoside), as a model 
compound of quercetin-3-malonylglucoside, were also investigated, and their activities on leaf 
lettuce were discussed.  The major contributors to DPPH radical scavenging activity were 
found to be chicoric acid in green-leaf lettuce, and chicoric acid, quercetin-3-malonylglucoside, 
and chlorogenic acid in red-leaf lettuce.  
　Key words：plant factory, leaf lettuce, polyphenol, chicoric acid, chlorogenic acid, 　　　　
　　　　　　　quercetin - 3 - malonylglucoside, antioxidant activity.
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